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Determinacao de cistatina C como marcador de funcao renal

Cystatin C measurement as renal function marker

Leticia Aparecida Lopes Neri'; Maria Elizabeth Mendes? Elias David-Neto?; Nairo Massakasu Sumita*; Flavia Silva Medeiros®

IS resumo
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Imunossupressores

Introducao: A cistatina C sérica tem sido apontada como um marcador de filtracdo glomerular. Objetivo:
Realizar a validagdo de um método especifico e automatizado, a imunonefelometria, mensurando
os niveis séricos de cistatina C por meio do nefelémetro da empresa Behring (BN II) e correlacionar
resultados obtidos entre pacientes transplantados. O ensaio perfaz o intervalo de referéncia de
0,23-7,25 mg/I. Aimprecisdo intra e interensaio foi de 8,73% e 5,38%, respectivamente. A recuperacéo
analitica da cistatina C ap6s adicdo de controle foi entre 86,7 % e 98% (média 92,3%). A estabilidade
da cistatina C a temperatura ambiente, sob refrigeracdo e sob congelamento foi testada. A perda mais
significativa foi encontrada nas amostras armazenadas a temperatura ambiente, em que foram perdidos
até 10% da concentragdo inicial. Foi encontrado coeficiente de variacdo de 14,79% para sensibilidade
analitica. Durante todo o processo foram comparados os resultados com o controle de qualidade e
obtivemos bons resultados. Depois desses testes, nés comparamos as correlacdes em trés grupos de
pacientes transplantados renais sob diferentes esquemas de imunossupressao (n = 197) — azatioprina
(n=36), micofenolato mofetil (n=131) e sirolimus (n = 30) — entre as equacdes de estimativa de filtracdo
glomerular (Cockroft Gault, Nankivell e Modification of Diet in Renal Disease) e cistatina C sérica ou
creatinina sérica. Conclusdo: O ensaio nefelométrico cistatina C pode perfeitamente ser adequado a
nossa rotina laboratorial e as correlagdes entre creatinina sérica e as diferentes equacdes de estimativa
de filtracdo glomerular séo melhores do que quando comparamos as mesmas a cistatina C nos trés
grupos, independentemente da terapia imunossupressora utilizada.

abstract ST

Introduction: Serum cystatin C has been identified as a glomerular filtration marker. Objective: To validate | Cystatin
immunonephelometry, a specific and automated method, by measuring levels of serum cystatin C through Nephelometry
Behring nephelometer (BN Il) and correlate results among transplant patients. The assay comprises the
reference range of 0:23 to 7:25 mg/I. The intra-assay and inter- assay imprecision rates were 8.73% and | Renal function
5.38%, respectively. The analytical recovery of cystatin C after addition of control was between 86.7% and | Transplantation
98% (average 92.3%). The stability of cystatin C to room temperature, refrigerated or frozen was tested.

Imunosupressor

The most significant loss was found in samples stored at room temperature, in which up to 10% of the initial
concentration was lost. The coefficient of variation was 14.79% for analytical sensitivity. Throughout the
process the results were compared with quality control and good results were achieved. After these tests,
we compared the correlations between equations for estimating glomerular filtration rate (Cockroft Gault,
Nankivell and MDRD) and serum cystatin C or serum creatinine in three groups of kidney transplant patients
under different immunosuppressive regimens (n = 197) [azathioprine (n = 36), mycophenolate mofetil
(n =131) or sirolimus (n = 30)]. Conclusion: The nephelometric cystatin C assay may be perfectly suitable
for our routine laboratory. The correlations between serum creatinine and the various equations for estimating
glomerular filtration are better than those between cystatin C and equations for estimating glomerular
filtration in the three groups irrespective of the immunosuppressive therapy used.
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Aintroducdo de um marcador mais sensivel que a creati-
nina sérica na pratica clinica poderia favorecer o diagnéstico
precoce da injdria renal, possibilitando condutas terapéuti-
cas mais eficientes e que possam aumentar a sobrevida do
érgao com diSfUngaO(zz’ 29,32, 33,47, 50, 52, 66, 67, 74, 76).

Desde 1985, varios estudos tém observado a relagdo
entre a cistatina C e o ritmo de filtracdo glomerular (RFG)
em diversas populacdes, inclusive receptores de transplante
renal, e tém apontado a cistatina C como marcador de
funcdo renal superior ou, pelo menos, igual a creatinina
sérica, até mesmo quando se avaliam pacientes receptores
de enxerto renal(4 1621, 61,63, 69),

A cistatina C é uma proteina inibidora das proteases
e pode ser mensurada no soro ou no plasma humano. As
proteinases ou proteases sdo enzimas cuja atividade € re-
gulada por seus inibidores, entre eles a cistatina C, e estdo
envolvidas no processo de degradacdo proteica intra e
extracelular e em uma variedade de reacGes metabdlicas?".

A cistatina C, também conhecida como traco gama e
pb6s-gama-globulina, é uma proteina ndo glicada, de baixo
peso molecular (13,36 kDa), produzida de forma continua
e estavel por todas as células nucleadas, com elevada con-
centracdo em nivel extracelular e com importante atividade
antiviral®% 472 A cistatina C é filtrada livremente pelo
glomérulo renal, sendo a sequir reabsorvida, catabolizada
e degradada em peptideos menores, e seus aminoacidos
constituintes, pelas células do tdbulo proximal@.

Os principais atributos da cistatina C, como marcador
bioquimico para avaliacdo da filtracdo glomerular, séo
0 pequeno tamanho e o alto ponto isoelétrico de 9,3,
caracteristicas essas que facilitam a filtracdo através da
membrana glomerular® 3V, Assim, a concentracéo sérica
dependera quase exclusivamente da capacidade de filtracdo
glomerular®®,

Diferentemente da dosagem de ureia e creatinina, a
concentragdo sérica da cistatina C ndo sofre influéncia do
volume da massa muscular, do sexo ou da alimentacao.
Apbs 1 ano de idade, a concentragdo de cistatina C torna-se
estavel. Estudos em populacGes pediatricas ainda sdo escas-
sos, sendo algumas referéncias contraditdrias em relacao a
viabilidade da utilizacdo desse marcador para avaliacdo da
funcdo renal em criancas. No entanto, em criancas, a deter-
minacdo de cistatina C parece ser, pelo menos, equivalente
a creatinina sérical: 10263539, 41,45, 57,58, 60,68, 73) Sya produgdo
parece ndo ser afetada por processos inflamatérios ou es-
tadOS febris(4, 6,18, 24,38, 67, 70)'

A amostra de soro pode ser armazenada a 4°C ou
congelada durante seis meses sem perda aprecidvel na

concentragdo da cistatina C. No liquor, essa proteina pode
ser degradada de forma répida, possivelmente pela acéo
das serinas proteases produzidas por microrganismos con-
taminantes ou pela liberacdo das enzimas dos granulécitos
durante o processo inflamatério( 1537,

A dosagem no plasma heparinizado também é ade-
quada. A turbidez da amostra pode prejudicar o ensaio,
tanto na amostra de plasma quanto no soro, por tratar-se
de fator interferente para a nefelometria e a turbidimetria.

Vérias metodologias ja foram empregadas para a deter-
minacdo da cistatina C, como enzimaimunoensaio (EIA),
radioimunoensaio (RIA), fluoroimunoensaio e imunodifusao
radial (RID) simples, porém ainda néo estdo adequadamente
padronizadas®' .

O primeiro ensaio para quantificar a cistatina C foi o RIA,
em 1979, e tinha como limite de deteccdo a concentracéo
de 30 pg/l, nivel suficiente para detectar a cistatina C no
soro de individuos saudaveis. Posteriormente, novas técni-
cas foram desenvolvidas, alcancando limites de deteccéo
entre 0,13 e 0,19 pg/I#> 49,

A imprecisdo analitica da determinagdo sérica de cista-
tina C foi estimada em 1,2 e 5,5% (coeficiente de variacdo
[CV] interensaio) para concentracdes de 5,28 e 0,97 mg/I,
respectivamente, por ensaio imunoturbidimétrico®.

Materiais e métodos

O estudo foi delineado em duas fases, denominadas fase A
efase B. Na primeira, procedemos a validacdo do método imu-
nonefelométrico para dosagem sérica de cistatina C na Divisdo
de Laboratério Central do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sao Paulo (DLC-HCFMUSP).
Na fase B, avaliamos a cistatina C e a creatinina como mar-
cadores de funcdo renal em pacientes transplantados renais,
que estavam sob diferentes esquemas de imunossupressao.

Na fase A, as amostras foram analisadas pelo conjunto
diagnéstico para cistatina C da marca Dade Behring (GmbH,
Marburg, Alemanha). Foram utilizados os controles nivel 1
(valor normal) e nivel 2 (valor patolégico) procedentes do
mesmo conjunto diagnéstico desse fabricante durante os
testes de validacdo.

Foi empregado um homogeneizado de amostras de soro
de pacientes transplantados renais estaveis sob acompanha-
mento na Unidade de Transplante Renal (UTR) do HCFMUSP.

Nas analises laboratoriais, foram aplicados os critérios de

validacdo embasados nas normas nacionais e internacionais:
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Clinical
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Laboratory Improvement Act (CLIA) e Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) % 1113 34,36, 46,49, 53-55),

Na fase B, foram selecionados pacientes transplantados
renais aleatérios da UTR-HCFMUSP que obedecessem aos
critérios de inclusdo e ndo apresentassem nenhum critério
de exclusdo.

Critérios de incluséo:

* pacientes transplantados renais, sem distincdo do
tempo pés-transplante;

* anuéncia ao termo de consentimento livre e escla-
recido (TCLE);

¢ jdade acima de 18 anos.

Critérios de excluséo:

* transplante mdltiplo;

* portadores de hepatopatias;
* terapia tireoidiana;

e portadores de neoplasia;

e pulsoterapia com metilprednisolona hd menos de
um meés.

Esses pacientes selecionados foram agrupados de acordo
com o esquema imunossupressor em uso na data da coleta
do exame de cistatina C e creatinina sérica. A Tabela 1
descreve a distribuicao dos pacientes por grupos.

Esses pacientes foram submetidos a uma Unica coleta de
5 ml de sangue total em tubo sem anticoagulante, da qual
foi separado o soro apds retracdo de codgulo. Esse material
foi submetido as dosagens de cistatina C e creatinina séricas.

Distribuicao dos pacientes em grupos,

segundo esquema de medicacao

Tabela 1 EIglGIESIENE
Grupo Imunossupressao

AZA
Gl - AZA AZA/CYA
AZAITAC
MMF/CYA
G2 - MMF MMF/TAC
SRL/AZA

SRL
G3-SRL SRL/CYA
SRL/TAC
SRL/MMF

AZA: azatioprina; CYA: ciclosporina; TAC: tacrolimus; MMF: micofenolato
mofetil; SRL: sirolimus.

Com base nesses resultados, foram calculados a depuracéo
de creatinina, utilizando-se a equacao de Cockroft Gault
(CG), e 0 RFG, por meio das equagdes de Nankivell (NK) e
Modification of Diet in Renal Disease (MDRD).

As amostras foram coletadas nas dependéncias da
DLC-HCFMUSP e na Divisao de Urologia do HCFMUSP e as
analises de cistatina C sérica e creatinina sérica foram reali-
zadas no Servico de Bioquimica Clinica da DLC-HCFMUSP.
Os testes para avaliagdo do ensaio de creatinina sérica foram
desenvolvidos no Laboratério Central previamente, quando
foi padronizada essa analise.

FASE A:
VALIDACAO DA METODOLOGIA NEFELOMETRICA PARA
DosAGEM DA CisTATINA C

Calibracao

A calibracdo do sistema analitico foi realizada com o
soro calibrador do conjunto diagnéstico, e as curvas de
calibracdo foram obtidas por meio de mdltiplos pontos.

As diluicoes foram realizadas a partir do padrdo concen-
trado de cistatina C de 1,40 mg/dl nas seguintes propor¢des:
1/20, 1/40, 1/180, 1/160, 1/320 e 1/640. Quando a curva
de calibracdo ndo era adequada, o equipamento sinalizava
com cor vermelha na area de trabalho da tela do monitor.

Precisao

A precisao foi estudada adotando-se os controles de qua-
lidade presentes no conjunto reagente com concentracdes
de 0,90 mg/I (nivel 1) e 1,80 mg/I (nivel 2).

A utilizacdo de um homogeneizado de amostras de
soro de pacientes transplantados renais estaveis tinha como
objetivo evitar o efeito de matriz para o estudo da precisdo
intra e interensaio.

Em todos os testes de validacdo, foram calculadas as
médias, os desvios padrdo (DP) e os CVs dos valores obtidos.
Os célculos foram efetuados no programa Excel, versao 5.0
(Microsoft®, Windows XP, EUA).

Avaliou-se a precisdo intraensaio por meio da analise,
no mesmo dia, de 30 replicatas dos dois niveis de controle
e 10 replicatas de conjunto homogeneizado de amostras
(n = 30) contendo concentracdo conhecida de cistatina C
na faixa de referéncia.

Foram dois ensaios em dois lotes de amostras no mesmo
dia para minimizar erros devido a presenca de interferentes,
como varia¢do de corrente elétrica e temperatura.
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A precisdo interensaio foi determinada em 30 dias, sen-
do realizada a analise dos dois niveis de controle em replica-
ta a cada dia. Foi dosada amostra contendo concentracdo
conhecida de cistatina C durante 30 dias consecutivos em
duas corridas ao dia.

Limite de deteccdo e sensibilidade analitica

O limite de deteccdo foi determinado apds a dosagem
do branco do reativo em 20 replicatas. O CV considerado
adequado é de 20% entre as leituras em replicata.

A sensibilidade analitica foi avaliada por meio de di-
luicbes seriadas de uma mesma amostra (calibrador de
concentracdo 1,49 mg/I de cistatina C) até a verificacdo
do menor valor detectével pelo método, com CV entre as
dosagens inferior a 15%.

Linearidade e estabilidade

A estabilidade da amostra foi verificada em material ar-
mazenado previamente (n = 10 para cada homogeneizado
de amostras) e com valor conhecido de concentragao, esto-
cado em camara fria a -20°C. Foram realizadas as dosagens
em 7, 30, 60 e 90 dias, e os resultados foram analisados em
termos percentuais de perda em relacdo a concentracdo
obtida no tempo zero.

A estabilidade da amostra a temperatura ambiente foi
avaliada apds 1, 3, 5 e 7 dias e também foi estocada sob
refrigeracdo (entre 2 e 8°C) por 1, 3, 5, 7, 14, 21 e 28 dias,
dosando-se a cistatina C apds esses periodos. Esse teste foi
considerado aceitavel quando a perda foi inferior a 10%
do valor inicial.

Recuperacao

Estudou-se a recuperacdo do método adicionando soro
controle de valor conhecido, em dois niveis, a um conjunto
de 10 amostras de soro, previamente homogeneizadas,

cuja concentragdo de cistatina C também era conhecida.
Foi estabelecido o percentual de recuperacéo apds a adicéo
citada em relacdo ao valor esperado.

Controle da qualidade

O controle da qualidade foi realizado em cada lote de
dosagens das amostras, com os controles de qualidade do
conjunto reagente. Esses controles contemplam faixas ana-
liticas baixa e alta. Os resultados obtidos, necessariamente,
deveriam estar no intervalo da média + 2 DP estabelecidos
pelo fabricante. O controle da qualidade garantiu a precisao
do processo durante todo o estudo.

Ao final do experimento, foi calculado o CV entre todas
as dosagens de controles.

Testes estatisticos

A andlise estatistica foi realizada no programa infor-
matizado SPSS 10.0 for Windows College Station, Texas,
77845, EUA, e Microsoft Excel 2002, EUA, com nivel de
significancia de 5% (p < 0,05).

As analises descritivas das variaveis paramétricas foram
realizadas calculando-se a média, o DP e o CV. Os resultados
foram expressos por meio desses parametros.

Os dados nao paramétricos foram analisados utilizando-
se o teste Qui-quadrado e a analise de regressdo linear
foi utilizada para avaliar o nivel de concordéncia entre as
medidas.

Resultados

Precisao

Na Tabela 2 estdo descritos os valores de média, DP e
CV observados na avaliagdo da precisdo intra e interensaio
do método imunonefelométrico para dosagem de cistatina C.

Resultados obtidos para avaliacao da precisao intraensaio e interensaio (CV%) nos dois niveis de

IELER controle e soro de pacientes (n = 30)
Intraensaio Interensaio
Concentracao (pg/ml) Média Média
5 T DP CV (%) gl DP CV (%)
Controle 1 0,98 0,99 0,09 8,73 1,01 0,05 5,38
Controle 2 1,99 1,97 0,07 3,32 1,99 0,14 7,22
Soro 1,00 1,01 0,09 8,93 1,02 0,01 8,20

DP: desvio padréo; CV: coeficiente de variagéo.
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O CV intraensaio variou de 3,32% a 8,93% e o interensaio
de 5,38% a 8,20%.

Limite de deteccdo e sensibilidade analitica

Na Tabela 3 estdo descritos os resultados obtidos nos
testes de sensibilidade analitica e de limite de deteccao.
Como pode ser verificado, foi obtido CV de 14,79% e
8,25%, respectivamente.

Limite de deteccao e sensibilidade
Tabela 3 ELETENGERT)

Média DP cv
(mgh)  (mgh) (%)
L|m|te~de 0,04 0,03 8,25
detecgao
Sensllpllldade 0,05 0,09 14,79
analitica

DP: desvio padréo; CV: coeficiente de variagéo.

Estabilidade da amostra

Os resultados da avaliacdo da estabilidade da amostra
foram descritos nas Tabelas 4, 5 e 6. As concentracdes
médias das amostras utilizadas foram 1,01 mg/I, 1,48 mg/I
e 3,34 mg/I.

Na Tabela 4 verificou-se que as amostras conservadas
sob congelamento, a temperatura de -20°C, tiveram perda
de apenas 0,2% de sua concentracéo inicial apés 90 dias de
armazenamento. Enquanto sob refrigeracdo, como pode
ser verificado na Tabela 5, em 28 dias foram obtidas perdas
de até 11,42%.

Percentual de perda da concentracao

de cistatina C em relagao ao tempo 0
Tabela 4 JESEWIGEMRERIGVSCERYAN®)

0 dia 7dias  30dias 60dias 90 dias
(%) (%) (%) (%) (%)
0 0,03 0,06 0,11 0,19
0 0 0,01 0,05 0,09
0 0 0,01 0,05 0,06

Percentual de perda da concentracao
de cistatina C em relagao ao tempo 0

(estabilidade da amostra a temperatura

Tabela 6 ElYENCEVIAN)]
1dia(%) 3dias(%) 5dias (%) 7 dias (%)
0,67 0,74 3,81 8,94
0,74 0,82 4,91 7,96
0,78 0,93 2,96 9,98

A maior perda foi obtida quando as amostras foram
armazenadas a temperatura ambiente (Tabela 6), em que
houve perda de até 10% de concentracéo de cistatina C
com relacdo a amostra inicial em apenas sete dias.

Recuperacao

Os resultados do teste de recuperacao (Tabela 7) osci-
laram entre 86,7% e 98% de obtencdo do analito cistatina
C com relagdo a concentracdo inicial (antes da adicao do
controle comercial).

Teste de recuperacao apés adicao do

controle comercial de concentracao
conhecida niveis 1 e 2 a homogeneizado
Tabela 7 EEMMSIERGERTD)
Concentracao Concentracao

Analito esperada obtida ReCU(Iz/e;agao
(mg/l) (mg/l) g

Cl +C2 1,50 1,30 86,7

H+Cl 2,33 2,26 97,0

H+ C2 2,82 2,76 98,0

C1: controle nivel 1; C2: controle nivel 2; H: homogeneizado.

Os dados obtidos nesse teste, como era esperado,
encontram-se na faixa de 80% a 120% de recuperacao.

Controle da qualidade

O grau de dispersdo dos valores obtidos encontra-se em
torno da média de concentracao de cistatina C. Os resulta-
dos ndo ultrapassaram os limites estipulados pelo fabricante
e foram considerados adequados.

Percentual de perda da concentragao de cistatina C em relagao ao tempo 0 (estabilidade da amostra

Tabela 5 EIGFEEEVIVER M)
1dia (%) 3 dias (%) 5 dias (%) 7 dias (%)
0,02 0,06 0,09 0,13
0,02 0,04 0,05 0,07

0,01 0,01 0,02 0,04

14 dias (%) 21 dias (%) 28 dias (%)
2,54 5,48 10,81
3,12 5,27 11,42
4,19 6,18 10,20
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O controle da qualidade assegurou a precisao dos testes
durante todo o ensaio.

FASE B:
INcLUsAO DE PACIENTES

Na fase B desste estudo, 197 pacientes transplantados
renais preencheram os critérios de incluséo e néo apresen-
taram critérios de excluséo, sendo, portanto, inseridos. Des-
tes, 36 pacientes foram incluidos no grupo 1 (azatioprina
[AZA]), 131 no grupo 2 (micofenolato mofetil [MMF]) e 30
no grupo 3 (sirolimus [SRL]). A distribuicdo é apresentada
na Tabela 8.

Distribuicao dos pacientes conforme
Tabela 8 R IEYERIITET ]

Grupo Imunossupressao n
G1 (AZA) AZA 09
AZA/CYA 22
AZAITAC 05
G2 (MMF) MMF/CYA 43
MMF/TAC 88
G3 (SRL) SRL/AZA 03
SRL 09
SRL/CYA 05
SRL/TAC 03
SRLMMF 10

AZA: azatioprina; CYA: ciclosporina; TAC: tacrolimus; MMF: micofenolato
mofetil; SRL: sirolimus.

Nao houve diferenca estatistica entre os grupos no que se
refere @ maioria das variaveis demogréficas. Entretanto, houve
diferenca com relacéo a sexo e indice de massa corporal (IMC)
entre os grupos 2 e 3 e quanto ao tempo apds o transplante
entre o grupo 1 e os demais. Os dados demogréficos da
casuistica foram apresentados na Tabela 9 de acordo com
0s grupos de imunossupressao.

Observaram-se menores correlagdes entre a reciproca da
cistatina C e afiltracdo glomerular estimada pelas equagdes
NK, MDRD e CG, quando comparadas aquelas obtidas em
relacdo a creatinina. As menores correlacdes foram obser-
vadas no grupo 1.

A creatinina sérica apresentou correlagdo homogénea
com as equacOes de estimativa de RFG, independentemente
do esquema de imunossupressao usado.

Por outro lado, a cistatina C apresentou correlagdes que
variaram com a equacao de estimativa de RFG, assim como
com o imunossupressor. A correlacdo entre cistatina C e NK
no grupo AZA foi bem menor que nas demais equagdes e
nos diferentes grupos.

Discussao

Validou-se, neste estudo, a técnica de dosagem de
cistatina C em nosso centro e estudou-se o impacto dos
diferentes imunossupressores antimetabdlicos sobre a cor-
relacdo da concentracdo sérica de cistatina C e as equacdes
que estimam a filtracao glomerular.

JELERM Dados demograficos

Variavel Gl - AZA
n 36
Raca (b/nb) 2917
Sexo (f/m) 25/11
Idade no Tx (anos) 47 £ 13
Peso (kg) 67,3+ 18
Altura (m) 1,61 +10
Superficie corporea (m?) 1,61 +0,46
IMC 25,94 + 5,69
Tempo 140 £ 111
Tx (meses)
Nimero Tx (1°Re) 35/1
Doador (vivo/falecido) 19/15

G2 - MPA G3 - SRL p(p=0,05)
131 30 -
88/43 29/1 0,002
43/38 11/19 < 0,001
41+13 47 + 14 0,062
64,1+11,6 70,1 +12,7 0,058
1629 1,62+ 16 0,490
1,69 +0,17 1,74 + 0,22 0,105
2391 +4,00 27,41 +824 x
33 + 39 55 + 82 =
117/14 29/1 0,177
69/62 14/16 0,754

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; AZA: azatioprina; MPA: 4cido micofendlico; SRL: sirolimus; b: branco; nb: néo branco; f: feminino; m: masculino;

Tx: transplante renal; IMC: indice de massa corporal.

*Valor de p: 0,126 (G1/G2), 0,003 (G2/G3) e 0,781 (G1/G3); **valor de p: 0 (G1/G2), 0,284 (G2/G3) e 0 (G1/G3).
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Diversos trabalhos tém sugerido que a cistatina C seja
um marcador de RFG superior a creatinina sérica®® 2, Entre-
tanto, nesses estudos, foram utilizados diferentes métodos
de dosagem, como RID e EIA, que, em geral, séo técnicas
que demandam maior tempo de execucdo, sendo menos
precisos e, portanto, apresentando maior dificuldade para
implantacdo na rotina laboratorial®.

Neste trabalho, optamos pela padronizacao da meto-
dologia imunonefelométrica por ser uma técnica rapida,
especifica, precisa e totalmente automatizada, o que é uma
vantagem importante na rotina laboratorial, permitindo
maior agilidade na liberacdo dos resultados e contribuindo
para a tomada de decisdo na prética clinica.

Os testes desenvolvidos neste estudo apresentaram
niveis de precisdo intra e interensaio compativeis com os
dados encontrados na literatura e naqueles descritos pelo
fabricante do conjunto diagnéstico.

Os testes de validagéo para o ensaio nefelométrico, reali-
zados em nosso experimento, mostraram CV intraensaio de
3,32% a 8,93% e interensaio de 5,38% a 8,20%. Em relacdo a
amostra de soro, obteve-se CV intra e interensaio de 8,93% e
8,20%, respectivamente. Finney et al. obtiveram nos mesmos
testes CV de 3% a 5%, enquanto Kyhse-Andersen et al. des-
creveram CV de 2% a 3,2 %@ 42, De acordo com as normas
da ANVISA, variacéo de até 15% é considerada aceitavel® >,

Este estudo observou que a cistatina C foi estavel por
até trés dias armazenada a temperatura ambiente. Perda
de até 10% pode ocorrer se a amostra for armazenada
por sete dias sem refrigeracdo. Quando as amostras foram
conservadas a temperatura de 2 a 8°C, mantiveram-se
estaveis por até sete dias e com perdas inferiores a 0,13%.
Quando as amostras foram mantidas a -20°C, a estabilidade
foi de até trés meses. Esses dados corroboram aqueles ja
demonstrados anteriormente por Finney et al.?®.

Para a avaliacdo do limite de deteccdo, o CV méaximo
aceitavel é de 20% entre as leituras em replicata®. Esse
critério foi reproduzido neste trabalho. Encontramos 8,25%
de CV para o teste de limite de deteccdo.

A sensibilidade analitica deve apresentar CV menor que
15% para as duplicatas. Neste estudo, obteve-se CV de
14,79% para sensibilidade analitica®.

O teste de recuperacdo mostrou que a perda foi mais
pronunciada nos controles comerciais, os quais apresenta-
vam concentracdo mais baixa que nas amostras de soro.
Nossas andlises recuperaram 86,7% da concentracdo inicial.
Esses achados encontram-se nos limites aceitaveis de 80%
a120%®.

Quando as amostras controle foram adicionadas, obte-
ve-se indice de recuperacédo de 97% e 98% nos controles
1 e 2, respectivamente.

Para a andlise do controle da qualidade durante a exe-
cugdo dos ensaios, aplicaram-se os critérios de Westgard
et al.’. Os resultados demonstraram que o método foi
reprodutivel em todos os ensaios realizados.

A execucdo do experimento na DLC-HCFMUSP, certifi-
cado pelas normas NBR-ISO 9001:2000 e acreditado pelo
Programa de Acreditacdo de Laboratérios Clinicos (PALC)
da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina
Laboratorial (SBPC/ML)®@, garantiu a qualidade dos ensaios
durante o processo de validacdo analitica e dos resultados
obtidos na segunda fase deste trabalho.

Apds a validacdo da dosagem de cistatina C foi possivel a
execucao da segunda fase do estudo, que consistiu em ava-
liar se os imunossupressores que interferem na proliferacdo
celular poderiam afetar a correlacdo entre a concentragdo
sérica de cistatina C e o RFG.

Desse modo, os imunossupressores AZA, MMF/micofe-
nolato sédico e SRL foram escolhidos por serem antiprolife-
rativos, frequentemente usados em nosso centro.

No entanto, os grupos ndo se mostraram homogéneos.
As principais diferencas encontradas com relacdo aos dados
demogréficos foram sexo, raca e tempo pés-transplante e
no que se refere ao RFG, foi menor taxa no grupo SRL. O
diferente n encontrado em cada grupo de estudo da-se
devido a distribuicdo existente em nosso centro, de acordo
com as diversas terapias pés-transplante utilizadas.

Quanto ao tempo pos-transplante, as modificagdes nos
esquemas imunossupressores, ocorridas nos Gltimos anos
com a crescente substituicdo do uso de AZA por MMF na
terapéutica apds o transplante recente, explicam o maior
tempo pés-transplante nesse grupo. Do mesmo modo, a
pratica de tratar nefropatia cronica do enxerto com SRL
explica o menor RFG desse grupo.

As diferencas encontradas com relacdo as doses de
imunossupressores utilizadas entre os grupos que usaram
MMEF séo explicadas pelo menor perfil de toleréncia a dro-
ga quando em associacdo com SRL, conforme ja relatado
previamente. Provavelmente a dose de MMF foi mais baixa
por toxicidade medular e gastrointestinal®?. 1% 27),

Néo héa uma explicacdo clara para raca e sexo, porém
os testes foram ajustados para essas diferencas.

Foi encontrada boa correlagdo entre a creatinina sérica
e a medida do RFG estimada por todas as equacdes. Esse
achado era esperado pelo fato de essas medidas serem
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embasadas em varidveis demogréficas, como idade, peso
e altura, bem como na creatinina sérica.

No entanto, fica evidente a necessidade de um padrdo-
ouro para determinar o RFG que seja comparado a cistatina
C, pois a creatinina e suas respectivas férmulas apresentam
inGmeras limitacdes amplamente abordadas na literatura,
como a producéo de creatinina pelas células tubulares
e o consequente erro de estimativa do verdadeiro RFG,
mesmo quando nos referimos as formulas derivadas dessa
determinagao.

Na anélise de regressdo linear, a melhor correlacéo entre
marcador de funcdo renal e filtracdo glomerular estimada
pelas diferentes equacdes foi obtida com a reciproca da
creatinina. Por outro lado, a correlacdo entre as equacdes
com a cistatina C foi baixa em todos os grupos de trata-
mento, mais expressivamente no grupo 1.

Quando avaliamos os resultados das medidas de filtra-
¢do glomerular, conforme os grupos de imunossupressores,
ficou evidente o comportamento diferenciado da cistatina
C quando comparada a creatinina nas correlagdes com as
equacdes que estimam o RFG. Isso ja era esperado, uma
vez que a creatinina, mas ndo a cistatina, participa daquelas
equagoes.

A intengdo, no entanto, era avaliar o impacto do imu-
nossupressor sobre a correlacdo da cistatina com aquelas
equacdes, visto que estas sdo sempre as mesmas e nao se
alteram quando se muda a imunossupressao.

Outros fatores que modificam a concentracéo sérica da
cistatina C foram descritos na literatura, como horménios
tireoidianos, uso de corticosteroides em altas doses ou
presenca de doenca neoplasica®® 4% 64,

Risch et al. compararam o uso de cistatina C em pa-
cientes antes e depois da pulsoterapia com corticoides e
verificaram que existe elevacdo significativa dos valores de
concentracdo sérica de cistatina C ap6s trés dias do inicio
do tratamento e esse acréscimo ndo estava relacionado com
o prejuizo de funcdo renal. Bokenkamp et al. verificaram
que a interferéncia com a dosagem de cistatina C pode
estar relacionada diretamente com a droga imunossupres-
sora utilizada ou com algum metabdlito produzido pela
imunossupressao® 4.

Em nossa casuistica, as doses de corticosteroides foram,
em média, baixas e semelhantes, o que indica que esse fator
provavelmente ndo interferiu.

Em nosso estudo, ndo encontramos diferencas nas
correlacdes de cistatina C e RFG de acordo com o antipro-
liferativo usado.

Houve menor correlacédo de cistatina C e NK no grupo
AZA, o que nao foi reproduzido nas demais equagdes.

E possivel que esse comportamento diferenciado da
cistatina C, sequndo a imunossupressao, possa decorrer da
interferéncia da AZA ou de seus metabolitos na producéo
ou metabolizacdo da cistatina C. A AZA interfere no meta-
bolismo nuclear de todas as células, enquanto os modernos
imunossupressores (SRL e MMF) tém maior acdo sobre a
proliferacdo linfocitaria.

Outros estudos serdo necessarios para a elucidacéo dos
mecanismos envolvidos. Dessa forma, a aplicacéo clinica da
cistatina C em pacientes sob essa imunossupressdo pode
ser limitada. Porém, vale lembrar que o n pode ter sido
um fator determinante neste estudo e que, para maiores
discussoes, talvez fosse necessaria uma populagdo maior
utilizando esse esquema terapéutico.

Uma limitagcdo do trabalho foi ndo termos utilizado
uma medida direta de filtracdo glomerular, cuja mensura-
cao fosse independente da creatinina sérica. Por isso, ndo
podemos afirmar, de forma definitiva, a inferioridade da
cistatina C em relacdo a creatinina sérica enquanto marca-
dores de filtracao glomerular. Mais uma vez, cabe ressaltar
a importancia da inclusdo de um marcador de filtragdo
glomerular de referéncia (padréo-ouro) que seja indepen-
dente da determinacdo de creatinina, como Cr EDTA ou
inulina, para que possamos eliminar os fatores interferentes
e realizarmos comparacdes efetivas.

Este trabalho sugere que as drogas imunossupressoras
antiproliferativas parecem ndo interferir na determinacédo
do nivel sérico da cistatina C independente do RFG.

A utilizacdo de uma metodologia com mensuragédo
direta da filtracdo glomerular independente de creatinina é
imprescindivel para a avaliagdo do desempenho da cistatina
C em diferentes esquemas imunossupressores.

Conclusao

A cistatina C atendeu todos os critérios preconizados
pelas agéncias regulatérias para validacdo do método
e sua implantacdo na rotina laboratorial na DLC é
factivel.

A reciproca da creatinina apresentou a melhor correla-
¢do com as equagdes que estimam a funcdo renal indepen-
dente do grupo de imunossupressor.

A cistatina C apresentou menores correlagdes com essas
equacdes em todos os grupos de imunossupressores.
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